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1.  INTRODUZIONE 
 
 
1.1 IL CANCRO DEL POLMONE 
Il cancro del polmone è la più comune tra le neoplasie maligne del torace, rappresentando 
oltre il 90% di tutte queste; è una delle neoplasie più diffuse ed è quella a maggior 
incidenza in tutti i paesi occidentali. Esso costituisce a livello mondiale il 12,8% di tutti i 
casi di cancro ed è responsabile del 17.8% di tutte le morti per cancro.1 
Ogni anno si contano nel mondo più di 1.300.000 nuovi casi di cancro del polmone, di cui 
circa 1.000.000 si manifestano nel sesso maschile e 300.000 nel sesso femminile.2 
Se da una parte negli ultimi decenni si è verificata una lieve e progressiva diminuzione 
dell’incidenza di questa neoplasia nel sesso maschile, dall’altra invece vi è stato invece un 
netto incremento nel sesso femminile, quale conseguenza del diffondersi tra le donne 
dell’abitudine al fumo, con un rapporto dei casi insorti tra maschi e femmine che è ora di 
2,5:1.2 
Il picco di incidenza si osserva tra la 6a e la 7a decade di vita e oltre 1/3 dei casi è 
diagnosticato in soggetti di età maggiore di 70 anni.1 
Nel 2010 in Italia si sono ammalati di tumore del polmone 23.969 uomini e 7.082 donne, 
per un totale di oltre 31.000 persone, con un tasso di sopravvivenza a 5 anni del 10-15%; i 
decessi nel 2010 per cancro del polmone sono stati 25.076 di cui 17.417 uomini e 5.659 
donne.3 
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1.1. 1  Eziopatogenesi 
Svariati sono i fattori, sia endogeni sia esogeni, che giocano un ruolo importante nello 
sviluppo del tumore del polmone. Si ritiene che essi agiscano promuovendo alterazioni a 
carico del DNA cellulare in grado di determinare proliferazione incontrollata della cellula 
mutata, con conseguente sviluppo della neoplasia. 
Fattori endogeni 
I fattori endogeni che concorrono allo sviluppo di cancro del polmone sono i fattori di 
carattere genetico e quelli legati a pregresse patologie polmonari. 
I fattori genetici sono individuo-specifici, responsabili della variabilità interindividuale 
nella suscettibilità ai cancerogeni; infatti, a parità di esposizione a fattori esogeni, quali il 
fumo di tabacco e i cancerogeni professionali, solo alcuni individui sviluppano una 
neoplasia polmonare. Inoltre, un’anamnesi familiare positiva per cancro del polmone 
aumenta il rischio di sviluppo di tale malattia, soprattutto tra i non fumatori.4 Ad oggi, 
sono stati individuati alcuni fenotipi enzimatici geneticamente determinati in grado di 
aumentare la sensibilità individuale ai carcinogeni ambientali. Gli enzimi interessati sono: 
l’arilidrocarbonidrossilasi e il fenotipo metabolico della debrisochina (sistema del 
citocromo P450), responsabili del metabolismo degli idrocarburi aromatici policiclici, e le 
glutatione-S-transferasi, coinvolte nell’inattivazione di numerose tossine .4,5 
La presenza di pregresse o coesistenti patologie polmonari, quali la fibrosi polmonare 
interstiziale diffusa e la broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO), può concorrere nel 
determinare una maggior predisposizione allo sviluppo di un tumore polmonare. Nel caso 
della fibrosi polmonare interstiziale diffusa, idiopatica o secondaria, l’aumento del rischio 
di sviluppo di tumore del polmone è legato all’elevata attività proliferativa delle aree di 
metaplasia ed iperplasia focale presenti in associazione con le aree di fibrosi. Invece, nel 
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caso della BPCO la causa dell’incremento di tale rischio è da ricercare non tanto nel fatto 
che BPCO e cancro del polmone condividano lo stesso fattore eziologico, quanto nello 
stress ossidativo cronico subito dalle pareti delle vie aeree in corso di tale patologia.4-6 
 
Fattori esogeni 
Tra i fattori esogeni che possono aver un ruolo nello sviluppo del cancro del polmone sono 
da ricordare in particolar modo il fumo di sigaretta, fattore di rischio principale, e le 
esposizioni ambientali ed occupazionali ad asbesto, metalli pesanti, radiazioni ionizzanti, 
fumi e polveri. 
 
In particolar modo il fumo di sigaretta è oggi ritenuto il fattore di rischio più importante; 
basti pensare che l’80-90% di tutti i pazienti affetti da cancro del polmone sono fumatori o 
ex fumatori.1,5 e che l’incidenza di cancro del polmone è andata aumentando di pari passo 
con il diffondersi, a partire dalla fine dell’800, del consumo di tabacco.7 Secondo l’OMS, il 
90-95% dei tumori polmonari è dovuto al fumo di tabacco.2 Numerosi studi sperimentali e 
clinici inoltre sono concordi nell’affermare che esiste una stretta correlazione tra fumo di 
sigaretta ed insorgenza di neoplasie polmonari.8-11 
Tale rischio risulta proporzionale alla durata dell’abitudine e al numero medio di sigarette 
fumate al giorno. Infatti, è stato calcolato che un fumatore cronico di 20 sigarette al giorno 
ha 1 probabilità su 8 di morire di cancro del polmone, con un rapporto di rischio tra 
fumatori e non fumatori di circa 25 a 1, che può aumentare sino a 60 a 1 se si consumano 
mediamente 40 sigarette al giorno e si inizia a fumare precocemente.1 Viceversa la 
cessazione dell’abitudine tabagica può comportare una riduzione del rischio di cancro, che 
tuttavia si mantiene rilevante per 10-15 anni dopo la sospensione del fumo e permane 
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comunque più elevato rispetto ai non fumatori anche dopo 40 anni.5 Una considerazione 
particolare merita il così detto fumo passivo o fumo di tabacco ambientale. Diversi studi 
epidemiologici hanno dimostrato la potenziale cancerogenicità del fumo passivo, da una 
parte evidenziando come in un ambiente domestico si abbia un aumento di rischio di 
tumore del polmone del 30% per i mariti non fumatori e del 20% per le mogli non 
fumatrici. Negli ambienti di lavoro tale rischio per i non fumatori esposti a fumo passivo è 
del 16-19%4,6,12 . Si attribuisce circa il 25% dei tumori polmonari in soggetti non fumatori al 
fumo passivo.13 Comunque, la correlazione tra fumo passivo ed insorgenza di cancro del 
polmone è meno chiara, poiché minori sono le dosi di cancerogeni inalate da soggetti non 
fumatori ma esposti al fumo passivo rispetto a quelle inalate dai fumatori attivi.14  
In uno studio multicentrico l’associazione tra fumo di tabacco e cancro del polmone è stata 
dimostrata per tutti gli istotipi, ma soprattutto per il microcitoma, seguito dal carcinoma 
spinocellulare e dall’adenocarcinoma in minor misura.15 
Per quanto riguarda l’esposizione occupazionale ad agenti cancerogeni, si stima 
mediamente che le neoplasie polmonari di origine lavorativa costituiscano il 10-15% del 
totale, ed i principali agenti cancerogeni responsabili di tali neoplasie sono rappresentati 
da: l’asbesto, alcuni metalli, gli idrocarburi aromatici policiclici (IAP) e le radiazioni 
ionizzanti. 
 
L’asbesto è un minerale estremamente diffuso in natura, costituito da magnesio e silicato 
di calcio, di cui si riconoscono quattro tipi di fibre: il crisolite (o asbesto bianco, che 
costituisce il 90% dell’asbesto utilizzato nell’industria), la crocidolite, l’amosite e 
l’antofilite. Numerosi studi in letteratura hanno documentato la correlazione tra 
esposizione all’asbesto e neoplasia polmonare o mesotelioma pleurico, ed hanno 
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evidenziato come questa sia connessa alla durata dell’esposizione, al tipo di fibra a cui il 
soggetto è esposto (l’esposizione a crocidolite si associa ad un rischio di neoplasia 
polmonare in assoluto più elevato).4,6 
Tra i metalli cancerogeni sono meritevoli di attenzione: l’arsenico nei minatori, nei 
fonditori e negli addetti alla produzione ed utilizzo dei pesticidi; il nichel (soprattutto se 
sotto forma di solfato di nichel), usato nella produzione di acciaio inossidabile e di altre 
leghe metalliche; e il cromo utilizzato nei processi di cromatura e di platinatura, nella 
concia delle pelli e nella produzioni di vernici.4-6 
Gli idrocarburi aromatici policiclici (IAP), che si formano durante la combustione 
incompleta di materiale organico, aumentano il rischio di carcinoma polmonare negli 
esposti da 3 a 7 volte.4,6 
Anche per le radiazioni ionizzanti assorbite dai soggetti esposti a uranio, radon e loro 
prodotti di decadimento si è dimostrato un ruolo eziologico nella genesi del cancro del 
polmone. 16 
L’inquinamento atmosferico ambientale è responsabile di circa l’1-2% delle neoplasie 
polmonari totali, comportando la liberazione di IAP (3.4-benzopirene) e metalli (nickel, 
cromo, ossido di arsenico). La difficoltà di calcolare in modo preciso l’esposizione a tali 
composti inficia gli studi epidemiologici atti a chiarire il rapporto tra inquinamento 
atmosferico e neoplasia polmonare. Tuttavia, l’incidenza e la mortalità per tumore 
polmonare, più elevate nelle aree urbane rispetto alle zone rurali, si correlano in modo 
direttamente proporzionale al tasso di urbanizzazione ed industrializzazione.5 
La dieta svolge invece un ruolo protettivo: esiste infatti una relazione tra l’assunzione di 
frutta fresca e vegetali e la prevenzione del rischio di carcinoma polmonare. Ciò è dovuto 
alla presenza in tali alimenti di sostanze ad azione antiossidante, in particolare alcune 
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vitamine quali il B carotene (vitamina A), l’α-tocoferolo (vitamina E), l’acido folico, la 
vitamina C e il selenio.6 La modalità di azione si basa sulla eliminazione dei radicali liberi 
presenti nell’organismo, impedendo che possano espletare un danno cellulare 
irreversibile. 
 
La patogenesi del carcinoma polmonare è un processo complesso, che si realizza 
attraverso quattro differenti stadi. Il tempo di latenza tra l’esposizione ad un agente 
cancerogeno e lo sviluppo clinico della malattia richiede solitamente alcuni anni, durante i 
quali si verificano gli eventi patogeni propri del processo di cancerogenesi.6 Tale processo 
viene schematicamente suddiviso in quattro fasi: 
1. Iniziazione: il genoma cellulare va incontro a mutazioni in seguito all’esposizione 
ad agenti cancerogeni. Ciò comporta l’insorgenza, nella cellula interessata, di un 
cambiamento immediato, irreversibile e spesso non fenotipicamente evidente. 
2. Promozione: le cellule trasformate nella fase precedente, pur in assenza dell’agente 
cancerogeno responsabile della loro trasformazione, se sottoposte a determinati 
stimoli (es. se indotta a proliferare), rivelano i caratteri acquisiti durante 
l’iniziazione. 
3. Conversione: la cellula mutata acquista la capacità di migrare nel torrente 
circolatorio ematico e linfatico allontanandosi dal tessuto di origine. 
4. Progressione: la cellula tumorale colonizza tessuti ed organi lontani da quello di 
partenza (metastatizzazione), proliferando al loro interno e sovvertendone la 
struttura in maniera irreversibile.6 
I geni generalmente coinvolti, come mutati, in questo processo di cancerogenesi sono i 
responsabili della regolazione della crescita cellulare e sono distinti in tre grandi classi: i 
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proto-oncogeni, che promuovono la proliferazione cellulare; i geni onco-soppressori, che 
inibiscono la replicazione cellulare e i geni regolatori dell’apoptosi. Le mutazioni 
interessanti i proto-oncogeni sono considerate mutazioni "dominanti" poiché è sufficiente 
che uno solo dei due alleli di quel gene sia mutato affinché la cellula sia stimolata a 
crescere in maniera incontrollata. Invece, per quanto riguarda i geni oncosoppressori, si 
parla di mutazioni "recessive" poiché è necessario che entrambi gli alleli di quel gene siano 
mutati perché la cellula possa replicarsi in maniera continua. Perciò, gli individui che fin 
dalla nascita presentano una mutazione di uno degli alleli di un gene oncosoppressore 
hanno una probabilità più alta rispetto alla popolazione generale di sviluppare un tumore. 
I geni che regolano l’apoptosi possono comportarsi sia come i proto-oncogeni sia come gli 
oncosoppressori. Infine, esiste una quarta categoria di geni coinvolti nel processo di 
cancerogenesi, ossia i geni che regolano il processo di riparazione del DNA. Essi 
influenzano indirettamente la proliferazione e la morte cellulare in quanto determinano la 
capacità dell’organismo di riparare i danni non letali a carico di altri geni tra cui i proto-
oncogeni, gli oncosoppressori e i geni che regolano l’apoptosi. I meccanismi responsabili 
della sintesi di prodotti genici alterati in grado di far proliferare la cellula in modo 
incontrollato possono essere diversi ma i più comuni sono le mutazioni geniche (quali la 
sostituzione, la delezione e l’inserzione) e le mutazioni di struttura dei cromosomi (quali la 
traslocazione, la delezione, l’inserzione e la duplicazione). 
Gli oncogeni dominanti che sono spesso presi in causa nei tumori polmonari sono C-Myc 
(codificante per un fattore di trascrizione regolante l’espressione di diversi geni coinvolti 
nella regolazione del ciclo cellulare), K-RAS (codificante per una GTPasi deputata al 
reclutamento e all’attivazione di proteine coinvolte nella propagazione del segnale 
trasmesso dai recettori per i fattori di crescita e da altri recettori), EGFR e HER-2/neu 
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(entrambi codificanti per recettori di membrana per “EGF family”, ossia la famiglia dei 
fattori di crescita per l’epidermide). Invece, gli oncosoppressori più comunemente deleti o 
inattivati sono p53 (codificante per un fattore di trascrizione regolante l’espressione di 
geni implicati nella regolazione del ciclo cellulare e nella riparazione del genoma), RB 
(codificante una proteina che nel suo stato attivo inibisce la crescita cellulare), p16INK4a 
(codificante per una proteina inibente la replicazione cellulare quando non necessaria) e 
diversi geni localizzati sul cromosoma 3p (come FHIT, RASSF1A e altri ancora da 
identificare). Delle alterazioni genetiche sopra elencate le mutazioni di p53 sono comuni ai 
tumori polmonari a piccole cellule e ai tumori polmonari non a piccole cellule. Al 
contrario, i tumori polmonari a piccole cellule presentano più frequenti alterazioni in C-
Myc e RB, mentre i tumori polmonari non a piccole cellule sono associati a mutazioni in K-
RAS e p16INK4a. Sebbene sia noto che alcune modificazioni genetiche sono precoci 
(inattivazione di geni soppressori del cromosoma 3p) o tardive (attivazione di RAS), la 
sequenza temporale non è ancora ben definita. Ancora più importante è il fatto che alcune 
modificazioni genetiche, quali la perdita del materiale del cromosoma 3p, possono essere 
riscontrate nell’epitelio bronchiale normale di pazienti con cancro del polmone nonché 
nell’epitelio respiratorio di fumatori senza cancro del polmone, suggerendo come 
l’esposizione a fattori cancerogeni possa comportare la comparsa di mutazioni genetiche 
alle quali possono andarsene ad addizionare altre portando, alla fine, allo sviluppo della 
patologia neoplastica maligna.17 
Infine, raggruppamenti familiari sporadici hanno suggerito una predisposizione genetica, 
come il rischio variabile anche tra i forti fumatori. Tra i marcatori di suscettibilità genetica 
è stato identificato un ruolo del polimorfismo del gene del citocromo P-450 CPY1A1; 
infatti, si è visto che soggetti con alcuni alleli CPY1A1 hanno un’aumentata capacità di 
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metabolizzare gli agenti cancerogeni derivanti dal fumo di sigaretta e, concettualmente, 
hanno un rischio maggiore di sviluppare il cancro del polmone. Analogamente, i soggetti i 
cui linfociti nel sangue periferico vanno incontro a rotture cromosomiche in seguito ad 
esposizione a sostanze cancerogene correlate al fumo (genotipo sensitivo ad agenti 
mutageni) hanno un rischio doppio di sviluppare il tumore polmonare rispetto ai 
controlli.17 Alle diverse fasi della cancerogenesi sopra descritta prendendo in 
considerazione esclusivamente le trasformazioni genomiche, corrispondono alterazioni 
istologiche ben precise, che nel caso del carcinoma epidermoide si è ipotizzato siano le 
seguenti: 
1. Iperplasia: in seguito all’esposizione continua ad un agente cancerogeno l’epitelio 
bronchiale va incontro ad un'intensa proliferazione senza che siano presenti 
alterazioni genetiche tipiche del tumore. 
2. Metaplasia squamosa: con il tempo ed il perdurare dello stimolo da parte 
dell’agente cancerogeno l’epitelio bronchiale iperplastico va incontro a 
trasformazione reversibile da epitelio cilindrico ad epitelio pavimentoso 
pluristratificato. 
3. Carcinoma in situ: le cellule costituenti l’epitelio bronchiale metaplastico vanno 
incontro a displasia (letteralmente crescita disordinata), ossia vedono 
progressivamente e irreversibilmente persa la loro uniformità e il loro orientamento 
architettonico; però, tali modificazioni nonostante interessino l’epitelio in tutto il 
suo spessore non oltrepassano ancora il limite imposto dalla membrana basale. 
4. Carcinoma invasivo: le modificazioni displastiche non interessano più 
esclusivamente le cellule dell’epitelio bronchiale ma si estendono anche alle cellule 
sottostanti la membrana basale. 
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Invece l'adenocarcinoma polmonare si è ipotizzato origini da un'alterazione pre-
neoplastica denominata iperplasia adenomatosa atipica, caratterizzata da un'intensa 
proliferazione delle strutture ghiandolari localizzate nel contesto del tessuto polmonare.18 
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 1. 1. 2 Anatomia patologica  
 
I tumori primitivi maligni del polmone vengono classificati secondo la World Health 
Organization (WHO) in diversi tipi istologici (Tabella 1), tra i quali i più frequenti sono: 
1. Carcinoma spinocellulare (30%-45%); 
2. Adenocarcinoma (30%-45%); 
3. Carcinoma indifferenziato a piccole cellule (15%-20%); 
4. Carcinoma indifferenziato a grandi cellule (5 %-10%). 
 
Il carcinoma spinocellulare o epidermoide rappresenta il 30-45% di tutte le neoplasie maligne 
del polmone, è più frequente nei soggetti di sesso maschile ed è l’istotipo maggiormente 
correlato al fumo di sigaretta. E’ interessante sottolineare che nel corso degli ultimi venti 
anni l’incidenza del carcinoma epidermoide è diminuita dal 50% all’attuale 30%-45% circa 
di tutti i casi di tumore maligno del polmone. Il carcinoma spinocellulare insorge 
prevalentemente come neoformazione endoluminale e stenosante nei bronchi centrali di 
grosso calibro dando precocemente atelettasia distale, bronchiectasie e polmoniti 
ostruttive, presenti nella maggior parte dei pazienti come prima manifestazione clinica; ha 
quindi per lo più uno sviluppo centrale, ilare o parailare e meno frequentemente origina al 
centro del parenchima polmonare andando spesso incontro a necrosi centrale e dando così 
luogo al cancro-ascesso che va posto in diagnosi differenziale con l’ascesso polmonare. Gli 
aspetti microscopici sono caratterizzati da forme ben differenziate, in cui si osserva 
produzione di cheratina, formazione di ponti intercellulari e perle cornee, e forme 
moderatamente e scarsamente differenziate in cui la cheratinizzazione compare solo 
raramente o è addirittura assente (carcinoma spinocellulare anaplastico). Ha diffusione 
 13 
loco-regionale endotoracica e tende a metastatizzare tardivamente rispetto agli altri 
istotipi, colpendo prevalentemente i linfonodi loco-regionali; tuttavia la velocità di crescita 
nella sede di origine è di solito più rapida con un tempo di raddoppiamento medio di circa 
115 giorni.17-21 Infine, nell’epitelio bronchiale adiacente alla massa neoplastica è possibile 
evidenziare aree di metaplasia squamosa o di displasia epiteliale fino a focolai di 
carcinoma in situ. 
 
L’adenocarcinoma rappresenta il 30-45% di tutte le neoplasie maligne del polmone; la sua 
incidenza è aumentata significativamente negli ultimi due decenni parallelamente alla 
diminuzione dell’incidenza del carcinoma spinocellulare ed è ora la forma più comune di 
cancro polmonare nelle donne e nei non fumatori. La lesione è, in genere, periferica e 
generalmente ha dimensioni inferiori rispetto agli altri istotipi. La diagnosi istologica di 
adenocarcinoma si basa sull’osservazione di strutture simil-ghiandolari e sulla presenza di 
cellule producenti mucina; in alcuni casi si osservano “cellule ad anello con castone”, 
caratterizzate dalla presenza di abbondante muco nel citoplasma con nucleo dislocato in 
periferia. Si possono distinguere i seguenti sottotipi: acinare, papillare, bronchiolo-alveolare e 
solido con produzione di muco. Tra questi degno di nota è il carcinoma bronchiolo-alveolare che 
deriva probabilmente dai bronchioli terminali o dalle cellule di rivestimento degli alveoli. 
E’ caratterizzato dalla presenza di cellule con abbondante produzione di muco che può 
essere evidenziato con colorazioni specifiche per le mucine e che conferisce un aspetto 
translucido alla superficie macroscopica. Clinicamente riveste grande importanza il 
problema della diagnostica differenziale tra le alterazioni radiologiche caratteristiche del 
carcionoma bronchioloalveolare e quelle di talune forme di polmonite, che possono essere 
simili.22 L’adenocarcinoma cresce più lentamente rispetto al carcinoma spinocellulare 
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(tempo di raddoppiamento medio di circa 220 giorni) ma ha una tendenza più spiccata a 
dare metastasi a distanza; è, a volte, associato ad aree di cicatrizzazione parenchimale.17-21 
Il carcinoma a piccole cellule o microcitoma costituisce circa il 15%-20% delle neoplasie 
maligne del polmone. Colpisce più frequentemente il sesso maschile, la 6a e la 7a decade di 
vita ed è strettamente correlato al fumo di sigaretta; infatti, soltanto nell’1% dei casi si 
manifesta nei non fumatori. Insorge prevalentemente a livello centrale o parailare. 
Istologicamente è caratterizzato da cellule piccole monomorfe con scarso citoplasma e con 
nucleo tondeggiante o fusiforme e nucleolo piccolo e scarsamente visibile. Le cellule 
tumorali sono aggregate in nidi che non mostrano architettura di tipo ghiandolare o 
squamosa e possono produrre diversi mediatori quali l’ormone adrenocorticotropo 
(ACTH), la serotonina, la calcitonina e l’ormone stimolante i melanociti (MSH), 
responsabili delle corrispettive sindromi paraneoplastiche. Dal punto di vista istologico si 
riconoscono tre istotipi: il carcinoma a piccole cellule a grani d’avena (oat-cell), il carcinoma a 
piccole cellule intermedie e il carcinoma a piccole cellule composto, caratterizzati tutti, com’è 
tipico di questa forma tumorale, da un alto grado di malignità per la precocità nel dare 
metastasi loco-regionali e a distanza che lo rende quasi sempre incurabile radicalmente già 
al momento della diagnosi. 
 
Il carcinoma indifferenziato a grandi cellule rappresenta circa il 5-10% delle neoplasie 
polmonari. E’ associato al fumo di sigaretta nel 50-55% dei casi, quindi in modo meno 
significativo rispetto il carcinoma a piccole cellule e al carcinoma spinocellulare. Può avere 
localizzazione centrale o periferica con frequenti aree di necrosi emorragica al suo interno 
e le cellule che lo costituiscono sono di varie dimensioni, poligonali con grande nucleo, 
nucleolo prominente ed abbondante citoplasma. Sono stati identificati due istotipi del 
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carcinoma a grandi cellule: il carcinoma a cellule giganti con cellule tumorali multinucleate e 
pleiomorfe e il carcinoma a cellule chiare, caratterizzato da grandi cellule con citoplasma 
chiaro contenente abbondante glicogeno. E’ un tumore a crescita rapida con tendenza 
all’infiltrazione a livello ilare e alla precoce metastatizzazione a distanza. 
 
Più semplicemente i tumori maligni primitivi del polmone possono essere istologicamente 
classificati in: 
1. Carcinoma a piccole cellule (Small Cell Lung Cancer, SCLC); 
2. Carcinoma non a piccole cellule (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC): in questo 
gruppo sono compresi il carcinoma spinocellulare, l’adenocarcinoma e il carcinoma 
a grandi cellule. 
Tale classificazione semplificata ha grande importanza clinica ai fini della stadiazione, 
della formulazione della prognosi e della scelta della strategia terapeutica più adeguata. 
Per quanto riguarda la modalità di stadiazione, per il NSCLC viene utilizzato il sistema 
classificativo internazionale TNM (Tabella 2), dove T identifica il tumore primitivo, N 
l’interessamento metastatico linfonodale e M la presenza di metastasi a distanza. Le 
differenti categorie dei fattori T, N, M permettono la classificazione in stadi diversi che si 
riflette un preciso indirizzo terapeutico e prognostico (Tabella 3). Per quanto riguarda lo 
SCLC, ci si avvale invece della classificazione proposta dal Veterans Administration 
Cancer Study Group (VALCSG). Lo SCLC ha una prognosi nettamente peggiore rispetto al 
NSCLC, con una sopravvivenza globale a 5 anni del 3-10% rispetto al 5-80% del NSCLC.23 
Infine, per quanto riguarda l’atteggiamento terapeutico, lo SCLC viene trattato mediante 
chemioterapia e radioterapia dal momento che non è curabile chirurgicamente, ad 
eccezione di pochissimi casi. Il NSCLC ha come terapia d’elezione quella chirurgica (negli 
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stadi I-IIIA); radioterapia e chemioterapia talora impiegate a scopo neoadiuvante ed 
adiuvante della chirurgia. 
Rientrano nella categoria delle lesioni di natura maligna anche i tumori a basso grado di 
malignità ossia il carcinoide, il carcinoma adenoido-cistico (cilindroma) e il carcinoma 
mucoepidermoide. Essi hanno un comportamento maligno con uno sviluppo infiltrativo 
locale e le metastasi linfoghiandolari e a distanza compaiono solo tardivamente.  
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1. 1. 3 Terapia e prognosi 
 
Il tumore del polmone prevede una valutazione terapeutica multidisciplinare. La 
chirurgia, la radioterapia e la chemioterapia possono essere utilizzate singolarmente o in 
combinazione a seconda dell’istotipo tumorale, dello stadio della malattia, dell'età e dello 
stato di salute generale del paziente. La resezione radicale della neoplasia è tuttora 
considerata, quando possibile, il trattamento d’elezione del cancro del polmone; infatti, 
alla resezione chirurgica radicale consegue una sopravvivenza significativamente 
superiore rispetto a quella dei pazienti non operati. Nel caso di soggetti con neoplasia in 
stadio avanzato, che non possono essere curati mediante tali metodiche, si opta per la 
scelta di cure palliative e di supporto, come la pleurodesi chimica per contrastare la 
formazione di versamento pleurico, le terapie farmacologiche sintomatiche e 
l’ossigenoterapia. 
 
Terapia del carcinoma non a piccole cellule 
La resezione chirurgica radicale della neoplasia prevede la resezione anatomica della 
neoplasia e della porzione di parenchima polmonare che la circonda (lobectomia, 
bilobectomia, pneumectomia a seconda dell’estensione della neoplasia) associata ad 
un’accurata linfoadenectomia ilo-mediastinica. Nel caso di NSCLC questa rappresenta 
l'opzione terapeutica di prima scelta . In particolar modo vi è unanime accordo 
nell’indicare l’intervento chirurgico come trattamento d’elezione di NSCLC in stadio I e II 
mentre più controversa è l'indicazione al trattamento chirurgico nello stadio III.24 La 
maggior parte degli autori, tuttavia, concorda che i pazienti in stadio IIIA e IIIB debbano 
essere sottoposti a cicli di chemioterapia neoadiuvante con lo scopo di ridurre le micro 
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metastasi, l’estensione della massa tumorale e/o l’interessamento linfonodale e di 
sottoporre poi tali pazienti ad intervento chirurgico radicale con l’intento di ottenere la 
radicalità oncologica.25 
La sopravvivenza a 5 anni di pazienti in stadio I operati con intento radicale risulta 
variabile tra il 60% e l'80% secondo vari autori.25 Per quanto riguarda gli stadi più avanzati 
la sopravvivenza a 5 anni nei pazienti sottoposti a trattamento varia tra il 15% e il 35% 
soprattutto in relazione al coinvolgimento linfonodale e alla dimensione della neoplasia 
stessa.26 
La resezione atipica, quando sia tecnicamente eseguibile, viene eseguita nei casi in cui il 
paziente, nella valutazione pre-operatoria, ha scarsi volumi respiratori o importanti 
comorbidità (soprattutto di natura cardiologica) che possono non consentire una resezione 
radicale se non a discapito della qualità di vita residua.  
La chirurgia resettiva polmonare maggiore può comportare una serie di complicanze più o 
meno gravi che devono ovviamente essere prese in considerazione quando si effettua la 
proposta terapeutica al paziente. Tali complicanze potrebbero essere infatti esacerbate 
dalle patologie coesistenti del paziente. In particolare le principali complicanze possono 
essere: polmonite, ARDS, atelettasia, insufficienza respiratoria, embolia polmonare, edema 
polmonare, infarto miocardico, aritmie, insufficienza cardiaca, gastrite emorragica, fistola 
parenchimale, fistola bronchiale, infezione della ferita chirurgica, emotorace, empiema. La 
mortalità postoperatoria è del 1-9% ed è in rapporto con l’entità della resezione, l’età del 
paziente, le condizioni generali preoperatorie e l’eventuale trattamento medico 
preoperatorio (chemioterapico e/o radioterapico).27  
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La chemioterapia riveste un ruolo importante negli stadi avanzati di NSCLC. I farmaci 
attivi (cisplatino, carboplatino, pemetrexed, gemcitabina, vinorelbina, taxolo, taxotere) in 
associazione tra loro permettono di ottenere risposte obiettive superiori al 40% ed un 
sensibile miglioramento della sopravvivenza. Importante è sottolineare che l’indicazione 
della chemioterapia prevede la documentazione cito-istologica della presenza del tumore. 
Il trattamento chemioterapico trova indicazioni nei seguenti casi: 
1. Carcinoma polmonare localmente avanzato dopo resezione chirurgica (stadio IIIA e 
IIIB), a scopo adiuvante; 
2. Carcinoma polmonare localmente avanzato (stadio IIIA), a scopo di induzione 
preoperatoria (neoadiuvante); 
3. Carcinoma polmonare localmente avanzato (stadio IIIB) e metastatico (stadio IV), 
con l’intento di prolungare l'aspettativa di vita del paziente.28 
 
La radioterapia costituisce un valido aiuto alla chirurgia (radioterapia preoperatoria e 
postoperatoria) e rappresenta il trattamento d’elezione per quella categoria di pazienti che 
per età, condizioni generali, ridotta funzionalità respiratoria e cardiaca non può essere 
candidabile a un intervento chirurgico radicale. Anche l’indicazione della radioterapia 
prevede la documentazione cito-istologica della presenza del tumore. 
Per quanto riguarda la radioterapia radicale, anche se mancano confronti diretti tra 
chirurgia e radioterapia nel trattamento degli stadi I e II, la sopravvivenza a lungo termine 
ottenuta con la radioterapia è apparentemente inferiore a quella ottenuta con la chirurgia, 
tuttavia nel caso degli stadi IIIA e IIIB non operabili l’esclusivo trattamento radioterapico 
consente una sopravvivenza a 5 anni del 20%.29 
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Infine, la radioterapia riveste spesso un ruolo di palliazione e di supporto come controllo 




1. 2  ANGIOGENESI E ANGIOGENESI TUMORALE 
 
L’angiogenesi, ovvero la formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da una vascolatura 
pre-esistente, è una fase essenziale nella crescita e nello sviluppo di una massa tumorale 
poiché i tumori crescono ed assumono capacità invasive solo quando sono in grado di 
formare una rete capillare connessa a quella dell’ospite. 
La neoangiogenesi normalmente rappresenta un processo fisiologico che prevede la 
stimolazione proliferativa e la migrazione delle cellule endoteliali, dando origine alla 
formazione di nuovi capillari. Le cellule endoteliali sono particolarmente attive durante lo 
sviluppo embrionale, mentre, nell’adulto il loro turnover è molto lento e limitato a 
particolari fenomeni fisiologici, quali l’ovulazione, la riparazione tissutale e la 
cicatrizzazione. 30,31  
Il meccanismo angiogenico è molto complesso poiché la formazione della nuova rete di 
vasi prevede un passaggio multi-step ben definito, che porta a modificazioni 
dell’endotelio e della matrice extracellulare. 
Il primo “step” di tale processo prevede la destabilizzazione dei vasi pre-esistenti con 
aumento della permeabilità vasale e perdita delle connessioni tra cellule endoteliali. Nel 
secondo “step” le cellule endoteliali vengono attivate, proliferano e migrano nel punto del 
tessuto dove è necessaria la formazine di un neo-vaso. Il terzo “step” corrisponde alla 
differenziazione delle cellule endoteliali, con arresto della proliferazione cellulare e la 
formazione di capillari primitivi. Infine, nel corso del quarto “step” si verifica il richiamo 
di cellule subendoteliali di supporto (periciti, cellule della muscolatura liscia) con 
conseguente riorganizzazione delle interazioni cellulari e stabilizzazione del vaso 
neoformato. 32,33  
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Il primo a suggerire che la crescita tumorale potesse essere dipendente dalla formazione di 
una nuova rete di capillari fu Judah Folkman nel 1971.34 Successivamente diversi studi 
hanno confermato tale ipotesi e ad oggi è largamente riconosciuto che il processo 
angiogenetico rappresenta una tappa obbligata nello sviluppo dei tumori solidi, poiché la 
crescita progressiva di una neoplasia e la sua eventuale metastatizzazione, dipendono 
dallo stabilirsi di un adeguato apporto ematico, e cioè dall’angiogenesi. 35-37 
Infatti più del 95% delle neoplasie hanno origine come micro-tumori in situ che si formano 
in strati epiteliali distinti dalla vascolatura pre-esistente: questi noduli microscopici sono 
in grado di crescere e formare dei tumori macroscopici solo dopo l’attivazione del 
processo di angiogenesi nei tessuti adiacenti al nodulo. 
L’angiogenesi fisiologica e patologica sono finemente regolate da un equilibrio tra fattori 
stimolatori ed inibitori rilasciati dal parenchima cellulare e dalle cellule linfoidi circolanti 
come linfociti T, mastociti e macrofagi (Tabella 4). Quando questo equilibrio viene a 
mancare a causa di specifici stimoli (switch angiogenico), si determina uno sbilanciamento 
della produzione dei fattori pro-angiogenici e di conseguenza un processo patologico di 
crescita neoplastica. 38,39 In tale contesto infatti la netta prevalenza di fattori pro-
angiogenesi porta alla formazione di un’estesa rete di vasi sanguigni che assicurano un 
costante apporto di nutrienti e di ossigeno, prerequisito importante per la crescita 
tumorale, l’invasione tissutale e la disseminazione metastatica.  
In letteratura sono stati descritti diversi meccanismi attraverso i quali le cellule tumorali 
sono in grado di attivare lo switch angiogenico: 
- Aggregazione con la vascolatura esistente: le cellule neoplastiche si sviluppano attorno 
ai vasi pre esistenti, ne inducono l’apoptosi delle cellule endoteliali, distruggono 
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l’architettura tridimensionale vascolare e successivamente inducono formazione di nuovi 
vasi.40  
- Reclutamento di precursori emopoietici: il tumore, mediante la secrezione di fattori 
chemotattici e VEGF, può richiamare precursori emopoietici ed endoteliali affichè questi 
vadano ad integrarsi nel nuovo letto vascolare.41,42  
- Reclutamento leucocitario: alcuni tipi di neoplasie sono in grado di mobilizzare cellule 
ematopoietiche differenziate come mast-cellule, monociti, macrofagi e altre cellule del 
sistema immunitario che possono sostenere l’angiogenesi tumorale mediante il rilascio di 
molecole pro-angiogeniche.43  
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1.3 RUOLO DEL SISTEMA IMMUNITARIO NELL’ANGIOGENESI 
TUMORALE 
 
Negli ultimi anni è emerso che il processo di crescita e progressione tumorale non è 
dovuto esclusivamente alla massa cellulare neoplastica, ma che a svolgere un ruolo 
importante contribuisce anche la componente del microambiente tumorale, venendosì così 
a costitutire un network altamente associato dove infiammazione, neoplasia ed 
angiogenesi interagiscono in maniera sinergica.44-46  
Il microambiente tumorale è un tessuto molto dinamico ed eterogeneo, dove le cellule 
neoplastiche sono in continua interazione con lo stroma e le molteplici componenti 
cellulari quali: cellule endoteliali e loro precurosori, periciti, cellule muscolari lisce, 
fibroblasti, miofibroblasti, neutrofili, eosinofili, basofili, mastociti, linfociti (T, B, cellule 
natural killer) e cellule presentanti l’antigene come macrofagi e cellule dendritiche. Tutte 
queste cellule posseggono un ruolo cruciale nella crescita e nella progressione neoplastica, 
stimolando la formazione di vasi sanguigni e potendo quindi rappresentare dei potenziali 
bersagli terapeutici.47 
L’infiltrato infiammatorio tumorale, normalmente reclutato in sede neoplastica per 
l’eradicazione della patologia, costituisce un’ arma vera e propria per il tumore grazie all’ 
abilità di riprogrammare o meglio polarizzare le cellule del sistema immunitario 
rendendole in grado di favorire la progressione tumorale, i fenomeni di angiogenesi e di 
metastatizzazione. Il tumore agisce sull’infiltrato infiammatorio  non  in funzione di una 
componente singola, ma come complesso eterogeneo in quel sistema che viene definito 
microambiente tumorale.44,46,48-50  
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Ad esempio, è ormai noto che i macrofagi possono presentare due principali fenotipi: 1) i 
cosiddetti “M1”, fortemente anti-batterici, che hanno una capacità di distruzione tessutale 
che potrebbe essere anche anti-tumorale, e 2) i macrofagi “M2”, caratterizzati da un 
fenotipo che favorisce la ricostruzione tessutale con attività pro-angiogenica e pro-
tumorale. Nei tumori il fenotipo “M2” predomina e ciò costituisce un chiaro esempio di 
come i tumori siano in grado di sovvertire il sistema immunitaria al loro vantaggio.48 Ma 
anche altre cellule dell’immunità possono presentare questa caratteristica: ad esempio 
esistono vari fenotipi caratterizzanti neutrofili, tuttavia si sa poco del fenotipo 
predominante nei tumori di queste cellule e dell’eventuale correlazione  con l’aspetto 
funzionale.  
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1. 3.  1  Cellule Natural Killer (NK) 
 
 
Le cellule Natural Killer (NK) costituiscono il 10-15% dei linfociti circolanti e hanno un 
ruolo cruciale nell’immunità innata. Esse sono in grado di eliminare le cellule target 
dell’ospite senza che ci sia il riconoscimento di un antigene specifico o una pregressa 
sensibilizzazione.51  
Morfologicamente si presentano come “Large granular lymphocytes” con biologia 
cellulare molto complessa, per la presenza di diversi sottogruppi.  
Tali cellule fenotipicamente sono caratterizzate dall’espressione degli antigeni di 
superficie CD56 e CD16.52  
L’antigene CD56 è responsabile dell’interazione tra le cellule NK e le cellule bersaglio, 
mentre il CD16 è coinvolto nella citotossicità cellulare anticorpo mediata. In base alla 
densità di superficie degli antigeni CD56 e CD16 si sono individuate due sottopopolazioni: 
le cellule che esprimono CD56 a bassa intensità (CD56dim) e CD16 ad alta intesità (circa 
90%) e le cellule che esprimono CD56 ad alta intensità (CD56bright) e sono negative per 
CD16 o lo esprimono a bassa intensità. Le cellule CD56dim svolgono prevalentemente 
un’azione citotossica, mentre le cellule CD56bright sono principalmente cellule secernenti 
citochine, quali TFNa e IFNg.53  
Le cellule NK pertanto intervengono nelle prime fasi della risposta immunitaria 
attraverso: 
- la secrezione di citochine, come il “tumor necrosis factor ß” (TNF-ß), l’interferone (INF), 
la IL-10, la IL-13 e il fattore di crescita dei granulociti-macrofagi (GMCSF). Mediante la 
produzione di queste citochine, le cellule NK agiscono sulla risposta infiammatoria, 
modulano l’immunità adottiva ed inducono la maturazione delle cellule dendritiche;  
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- l’attività citotossica mediata da recettori di membrana denominati Recettori Natural 
Killer (NKR) e anticorpo mediata (ADCC), per l’eliminazione di cellule infettate da virus e 
cellule tumorali.53  
E’ inoltre risaputo che le cellule NK costituiscono anche uno dei tipi cellulari predominanti 
nello sviluppo delle decidue durante l’impianto dove controllano la formazione delle 
arterie spirali.51  
Queste cellule NK deciduali, o cellule dNK, sono in grado di produrre citochine e 
presentano un fenotipo altamente angiogenico, in grado di produrre un aumento 
significativo della crescita dei tumori xeno trapiantati in modelli animali.54  
Come molte altre cellule immunitarie, le cellule NK infiltranti i tumori potrebbero 
esprimere quindi un pattern funzionale variabile e per tale motivo abbiamo ipotizzato che 
queste cellule possano essere rappresentative di un meccanismo chiave in grado di 
favorire l’angiogenesi tumorale. Uno studio recente inoltre ha dimostrato che i tumori 
umani del polmone non a piccole cellule (NSCLC) sono infiltrati da cellule NK CD56bright 
CD16, competenti per la produzione di citochine anti tumorali ma non in grado di lisare le 
cellule tumorali.55 
La verosimiglianza di tali NKs CD56bright CD16-, predominanti nei pazienti con NSCLC 
come le NK deciduali, ci  ha indotto a ipotizzare un ruolo importante di questo subset nei 











2. SCOPO DEL LAVORO 
 
 
Lo scopo di questo lavoro è stato valutare il ruolo delle cellule NK nella crescita e nella 
proliferazione neoplastica dei pazienti affetti da NSCLC. In particolar modo, si è voluto 
valutare se queste cellule possano mostrare un’attività pro-angiogenica e pro-tumorale, 
potendo così rappresentare dei potenziali bersagli terapeutici nei pazienti affetti da 
tumore del polmone. 
Gli obiettivi dello studio sono stati i seguenti: 
- Valutare il ruolo delle cellule NK nell’angiogenesi tumorale, analizzando le cellule 
infiltranti i tumori in pazienti affetti da NSCLC; 
- Confermare la presenza di un fenotipo predominante nelle cellule NK infiltranti i tumori, 
comparandole  con le cellule NK non tumorali; 
- Analizzare il profilo di citochine pro-angiogeniche (VEGF, PlGF, IL-8) prodotte dalle 
cellule NK infiltranti i tumori e verificare il loro ruolo nell’ indurre angiogenesi tumorale; 
- Identificare una possibile correlazione tra le cellule NK infiltranti i tumori con specifico 
fenotipo ed il tipo istologico di neoplasia polmonare; 
- Identificare i possibili meccanismi di polarizzazione delle cellule NK infiltranti NSCLC 
mediati  dal tumore e dal microambiente tumorale; 





3.  MATERIALI E METODI 
 
 
3. 1  SELEZIONE DEI PAZIENTI E PRELIEVO DEI CAMPIONI 
Lo studio ha previsto il prelievo di campioni di tessuto polmonare di pazienti affetti da 
NSCLC e di pazienti affetti da patologia non tumorale (pneumotorace spontaneo e/o 
malattia bollosa), costituenti il gruppo controllo. Sono stati esclusi dallo studio i pazienti 
affetti da: DM, HBV, HIV, HCV positivi, patologia infiammatoria cronica, 
precedentemente sottoposti a CHR e/o RT, in trattamento immunosopppressivo. 
Per ciascun paziente arruolato è stata prevista : 
1. la compilazione di una scheda di raccolta dati comprendente dati epidemiologici, 
abitudine al fumo, istotipo tumorale, stadio di malattia, presenza di comorbilità associate; 
2. il prelievo di duplice campione di parenchima polmonare (frammento di tessuto 
neoplastico, frammento di tessuto polmonare sano adiacente al tumore) in corso di 
intervento chirurgico resettivo polmonare nei pazienti affetti da NSCLC; 
3. il prelievo di campione di parenchima polmonare da pazienti affetti da pneumotorace 
spontaneo e/o malattia bollosa (gruppo controllo); 
3. il prelievo di campioni di sangue periferico in tutti i pazienti prima dell’esecuzione 
dell’intervento chirurgico resettivo polmonare.  
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3. 2  ANALISI DEI CAMPIONI 
3. 2. 1 Digestione enzimatica dei campioni di tessuto polmonare 
I campioni di tessuto polmonare (tumore, tessuto peri-tumorale sano, tessuto polmonare 
dei pazienti del gruppo controllo), dopo il prelievo, sono stati raccolti in un contenitore 
sterile contenente una quantità di soluzione tampone salina sterile a 4°C sufficiente a 
coprirli. I frammenti tissutali successivamente sono stati trasferiti in laboratorio (entro  e 
non oltre le 24 ore dalla raccolta) e sottoposti ad un processo di disaggregazione 
meccanica/enzimatica al fine di ottenere una sospensione di singole cellule per ogni 
campione. I campioni polmonari sono stati sezionati in minuti frammenti, i quali sono stati 
poi sottoposti ad un processo di digestione enzimatica mediante immersione in una 
soluzione contenente DNAsi (100 µg/ml, Roche), Collagenasi (1 mg/mL, Sigma Aldrich), 
RPMI 1640 con l’1% di soluzione Penstrep, per 1 ora alla temperatura di 37°C. La 
sospensione così ottenuta è stata poi filtrata, al fine di ottenere una sospensione di singole 
cellule e centrifugata in una soluzione tampone fosfato salina per rimuovere i residui 
enzimatici. 
 
3. 2. 2 Isolamento delle cellule mononucleate da campioni di sangue 
periferico 
Campioni di sangue periferico sono stati raccolti in provette Vacutainer prima 
dell’esecuzione dell’intervento chirurgico resettivo polmonare.  
Al fine di isolare la componente cellulare mononucleata ematica, comprendente quindi le 
cellule natural killer, i campioni di sangue periferico sono stati diluiti 1:1 in una soluzione 
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contenente RPMI 1640 (LONZA). La sospensione così ottenuta è stata poi stratificata su 
Ficoll (LONZA) e centrifugata 500 x g per 30 min. a temperatura ambiente. I linfociti così 
ottenuti sono stati quindi collocati in una nuova provetta e centrifugati in soluzione 
tampone fosfato salina. 
 
3. 2. 3   Caratterizzazione fenotipica e funzionale delle cellule Natural killer  
Una parte delle sospensioni cellulari così ottenute, contenenti le sottopopolazioni di cellule 
NK (3x105 cellule per campione di sangue, tessuto neoplastico e tessuto adiacente al 
tumore), sono state quindi sottoposte ad immuno-fenotipizzazione mediante staining con 
anticorpi anti CD3, CD56, CD16 al fine di valutare, mediante analisi a citofluorimetria a 
flusso (FACS), la distribuzione dei subset di cellule NK all’ interno dei campioni raccolti.  
Inizialmente sono stati identificati i linfociti in base all’espressione di CD45, 
successivamente le cellule NK sono state distinte mediante l’espressione di CD56 e la 
negatività per CD3. Le sottopopolazioni cellulari così ottenute sono state poi valutate per 
l’espressione CD16+/- , al fine di caratterizzare la distribuzione di tali cellule nei campioni 
in esame. 
Le cellule NK isolate dai campioni tissutali ed ematici sono state poi poste in coltura per 
una notte in RPMI 1640, addizionata con 1% di Penstrep, IL-2 100 U/ml a 37°, 5% CO2 e 
successivamente sottoposte per 6 ore a stimolazione con calcio ionoforo (ionomicina, 500 
ng/ml) e esteri del forbolo (PMA, 10 ng/ml). Le cellule sono state quindi trattate mediante 
fissaggio con Cytofix/Cytoperm e soluzione permeabilizzante.  
Una parte dei surnatanti così ottenuti sono stati sottoposti a valutazione relativa alla 
produzione di citochine pro-angiogeniche (VEGF, PlGF, IL-8) e anti-angiogeniche (IFNγ) 
mediante intra-cellular staining e successiva analisi  citofluorimetrica. 
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Un’altra parte di surnatanti ottenuti come sopra descritto sono stati utilizzati invece per la 
determinazione del loro potenziale pro-angiogenico mediante la valutazione della loro 
abilità nel reclutare cellule endoteliali e a formare strutture tubulari in vitro. A tal scopo 
abbiamo quindi valutato la capacità delle cellule NK di indurre chemiotassi delle cellule 
endoteliali di vene ombelicali umane (HUVEC) attraverso saggio di migrazione su camera 
di Boyden e la loro abilità a formare strutture tubulari mediante saggio di morfogenesi.  
Nel primo caso HUVEC (5x104 cellule/cella) sono state seminate nella parte superiore 
della camera mentre il compartimento inferiore è stato riempito con surnatanti di cellule 
NK; dopo incubazione di 6 ore le cellule migrate sono state sottoposte a conta. Nel 
secondo caso è stata utilizzata una piastra di 24 celle debitamente riempite con Matrigel, 
precedentemente refrigerata a -20°. HUVEC (5x104 cellule/cella) sono state poi poste in 
sospensione di surnatante di cellule NK sottoposte  o meno a stimolazione come descritto 
in precedenza. Gli effetti sulla crescita e sulla morfogenesi delle cellule endoteliali sono 
stati successivamente valutati mediante osservazione al microscopio, a distanza di 6 e 24 
ore.  
3. 2. 4 Analisi statistica 
Il numero e le frequenze dei differenti subset delle cellule NK, esprimenti o meno fattori 
pro-angiogenici sono stati valutati mediante FACS.  
T-test ed ANOVA sono stati utilizzati per confrontare la differente espressione delle 




4.  RISULTATI 
 
Nel periodo compreso tra Gennaio 2009 e Dicembre 2011, presso il Centro di Ricerca in 
Chirurgia Toracica - Dipartimento di Scienze Chirurgiche e Morfologiche, in 
collaborazione con il Dipartimento di Biotecnologie e Scienze della Vita dell’Università 
degli Studi dell’Insubria, sono state isolate cellule Natural Killer in un totale di 41 pazienti. 
Di questi: 31 pazienti erano affetti da NSCLC e sono stati sottoposti per tale motivo ad 
intervento chirurgico resettivo polmonare maggiore (pneumonectomia 1, lobectomia 27, 
resezione atipica 3) (età media: 69 anni; range 52-79); 10 pazienti, rappresentanti il gruppo 
controllo, erano invece affetti da distrofia bollosa polmonare e per tale motivo sono stati 
sottoposti a resezione polmonare atipica (età media: 27 anni; range 16-69). 
Il 90% (28/31) dei pazienti affetti da neoplasia polmonare erano di sesso maschile,  per la 
maggior parte fumatori (38%) o ex-fumatori (52%). Il tipo istologico maggiormente 
rappresentato in questo gruppo di pazienti è risultato l’adenocarcinoma (55%; 17/31 
pazienti), seguito dal carcinoma spinocellulare (29%; 9/31 pazienti). Nel 58% dei casi, tali 
pazienti erano in uno stadio precoce di malattia neoplastica polmonare (29% IA e 29% IB). 
I 10 pazienti affetti da distrofia bollosa polmonare, rappresentanti il gruppo controllo, 
erano prevalentemente giovani adulti maschi (90%), fumatori (60%) o ex fumatori (10%) 
(tabella 5).  
Dall’analisi dei pazienti è stato possibile ottenere i  seguenti risultati: 
- Le cellule NK infiltranti i tessuti neoplastici polmonari sono caratterizzate dalla 
presenza di un subset di cellule CD56+CD16- significativamente predominante 
(p< 0,001), rispetto a quanto accade nel sangue periferico e nel tessuto peri-
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tumorale dei pazienti affetti da NSCLC analizzati, dove il subset di cellule NK 
maggiormente rappresentato risulta avere fenotipo CD56+CD16+ (Fig 1A). 
- Analogo comportamento  si riscontra  nelle cellule NK isolate dal sangue e dal 
tessuto polmonare di donatori sani, dove anche in questo caso prevale il 
fenotipo CD56+CD16+ (Fig 1B). 
- Non è stata evidenziata alcuna differenza statisticamente significativa tra 
predominanza del subset CD56+CD16- in correlazione con i parametri quali tipo 
istologico della neoplasia (adenocarcinoma vs carcinoma squamoso) (Fig 1C) e 
status di fumatore dei pazienti  analizzati (Fig 1 D). 
- Le cellule NK CD56+CD16-isolate dai pazienti affetti da NSCLC, sono risultate 
essere in grado di produrre diverse citochine pro-angiogeniche, quali VEGF, 
PlGF e IL-8 (Fig 2), abilità che è stata evidenziata anche a livello sistemico nel 
sangue periferico dei pazienti valutati. Si è osservato inoltre che le cellule NK 
derivate da pazienti con carcinoma squamoso sono in grado di produrre un 
maggior quantitativo di citochine pro-angiogeniche, rispetto a quelle isolate da 
pazienti con  adenocarcinoma polmonare (Fig 2). 
- Le cellule NK isolate da pazienti affetti da NSCLC, opportunamente stimolate, 
sono in grado inoltre di indurre ex vivo il reclutamento di cellule endoteliali di 
vene ombelicali umane mediante chemiotassi e di promuovere l’attivazione dell’ 
endotelio di tali vene in modo da formare delle strutture simil-capillariformi. In 
particolar modo ciò è stato riscontrato nel caso di NK derivate da pazienti affetti 
da carcinoma squamoso (Fig 3). 
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5.  DISCUSSIONE 
 
 
La crescita e la proliferazione neoplastica rappresentano un processo altamente complesso 
che comporta una forte interazione fra il tumore e il microambiente che lo circonda. La 
stretta correlazione tra fenomeno flogistico e quello neoplastico ha portato a considerare 
l’infiammazione come uno dei segni caratteristici del cancro56. I mediatori e gli effettori 
cellulari dell’infiammazione sono infatti costituenti importanti del microambiente 
tumorale.  
E’ noto che le cellule dell’immunità sono in grado di esercitare un controllo su differenti 
tipi di neoplasie, limitandone la crescita e la disseminazione.57,58 Studi recenti hanno messo 
in evidenza come queste stesse cellule possano avere un ruolo pro-tumorale, favorendo 
quindi lo sviluppo e la crescita neoplastica44,46. Queste funzioni opposte sono dovute alla 
capacità del tumore di polarizzare le cellule dell’immunità a proprio vantaggio, 
stimolando la crescita tumorale e l’angiogenesi, così come già dimostrato per i 
macrofagi.59,60 In tal senso poco è conosciuto in letteratura sulla capacità pro-tumorale 
delle cellule NK. Le cellule NK infiltranti i tumori possono presentare diversi fenotipi, 
ognuno dei quali si correla ad una attività produttiva di citochine, citotossica, promotiva o 
inibitoria dell’angiogenesi tumorale. Precedenti studi hanno dimostrato che i tessuti 
neoplastici derivanti da pazienti affetti da NSCLC esprimono alti livelli di cellule NK con 
subset CD56+CD16- che possiede una capacità limitata di eliminare le cellule neoplastiche 
55. 
I nostri risultati hanno confermato che le cellule NK infiltranti le neoplasie polmonari 
presentano un subset di cellule significativamente predominante (p< 0,001) con fenotipo 
CD56+CD16- e che questo è in grado di produrre citochine pro-angiogeniche, quali VEGF, 
 36 
PlGF e IL-8. I nostri risultati suggeriscono quindi che anche le cellule NK possano subire 
un processo di polarizzazione in modo tale da esprimere un particolare subset  che sia a 
favore della crescita neoplastica. 
Analizzando poi la correlazione tra produzione di citochine pro-angiogeniche e tipo 
istologico di tumore polmonare, dall’analisi dei nostri dati è risultato che tale produzione 
era particolarmente elevata nei pazienti affetti da carcinoma squamoso, sia nei tessuti 
neoplastici che nel sangue periferico. Tale osservazione sta ad indicare che l’istotipo 
squamoso possiede una rilevante influenza sulle cellule NK, determinando delle 
modificazioni in termini di espressione fenotipica sia localmente che a livello sistemico. 
Infatti, nei pazienti affetti da carcinoma squamoso polmonare sono stati riscontrati livelli 
di produzione di VEGF da parte delle cellule NK CD56+CD16- significativamente più 
elevati rispetto ai pazienti affetti da adenocarcinoma, sia a livello del tessuto neoplastico, 
sia nel tessuto polmonare adiacente, sia nel sangue periferico. In tali pazienti, abbiamo 
riscontrato inoltre un’elevata produzione di PlGF, nel tessuto peritumorale e nel sangue 
periferico.  
Infine, dalla nostra analisi è emerso che le cellule NK isolate da pazienti affetti da NSCLC 
sono in grado di indurre ex vivo il reclutamento di cellule endoteliali mediante 
chemiotassi ed attivazione dell’ endotelio in modo da formare delle strutture simil-
capillariformi e in particolar modo ciò è stato riscontrato nei pazienti affetti da carcinoma 
squamoso. 
In conclusione, i nostri risultati  evidenziano che le cellule NK con fenotipo CD56+CD16-, 
infiltranti NSCLC rivestono un ruolo importante nel processo di sviluppo neoplastico, 
possedendo la capacità di produrre alti livelli di citochine pro-angiogeniche e di 
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determinare così la formazione di una fitta rete capillare in grado di apportare gli elementi 
necessari al tumore per poter crescere e diffondere. 
 Tutte queste capacità inoltre sembrano essere maggiormente rappresentate nei pazienti 
affetti da carcinoma squamoso e da ciò deriva  la possibilità di poter considerare le cellule 
NK un ulteriore possibile bersaglio terapeutico nel trattamento del carcinoma squamoso 































Tabella 1. Classificazione istologica dei tumori maligni del polmone 
(WHO/IASLC, 2004). 
 Carcinoma a cellule squamose (epidermoide) 
 Carcinoma a piccole cellule (microcitoma, oat cell) 
 Adenocarcinoma (acinoso, papillare, solido, bronchiolo-alveolare) 
 Carcinoma indifferenziato a grandi cellule  
 Carcinoide 
 Carcinoma sarcomatoide 
 Carcinoma adenosquamoso 






 Tumore a cellule germinali 
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Tabella 2. Parametri TNM per la stadiazione di NSCLC,(VII ed, 2010). 
Tumore primitivo (T) 
 Tx  
 T0 Non evidenza di tumore primitivo 
 T1s Carcinoma in situ 
 T1 Tumore con dimensione massima di 3 cm, circondato da polmone o 
pleura viscerale,senza, segni di invasione prossimalmente ad un 
bronco lobare alla broncoscopia (*)  
T1a Tumore con dimensione ≤ 2 cm 
T1b Tumore > 2 cm ma ≤ 3 cm 
 T2 Tumore con dimensione superiore a 3 cm ma ≤ 7 cm o tumore con 
una delle seguenti caratteristiche: coinvolge il bronco principale a più 
di 2 cm dalla carena; invade la pleura viscerale; è associato ad 
atelettasia o a polmonite ostruttiva che si estende fino alla regione ilare 
ma non coinvolge l’intero polmone 
T2a Tumore > 3 cm ma ≤ 5 cm 
T2b Tumore > 5 cm ma ≤ 7 cm 
 T3 Tumore > 7 cm o che abbia estensione diretta ad una delle seguenti 
strutture: parete toracica (incluso il tumore del solco superiore), 
diaframma, nervi frenici, pleura mediastinica, pericardio parietale; 
oppure tumore del bronco principale a meno di 2 cm dalla carena ma 
senza il suo coinvolgimento; oppure atelettasia o polmonite ostruttiva 
dell’intero polmone; oppure presenza di noduli nello stesso lobo 
 T4 Tumore di qualsiasi dimensione con invasione di: mediastino, 
cuore, grossi vasi, trachea, esofago, corpi vertebrali, nervi ricorrenti o 
la carena o con presenza di noduli satelliti in altro lobo omolaterale 
Linfonodi (N) 
 Nx 
 N0 Non metastasi dimostrabili nei linfonodi regionali. 
 N1 Metastasi nei linfonodi delle regioni peribronchiale e/o ilare 
omolaterale e intrapolmonari compresa l’invasione diretta 
 N2 Metastasi nei linfonodi mediastinici omolaterali oppure 
sottocarenali 
 N3 Metastasi nei linfonodi mediastinici controlaterali, ilari 
controlaterali, omolaterali o controlaterali scalenici o sovraclaveari 
Metastasi a distanza (M) 
 Mx  
 M0 Assenza di metastasi a distanza. 
 M1 Metastasi a distanza 
M1a Presenza di noduli tumorali nei lobi controlaterali; tumori con 
noduli pleurici o presenza di versamento pleurico o pericardico 
maligno (**) 




Tabella 3. Stadiazione TNM del tumore del polmone non a piccole cellule (VII 
edizione, 2010). 
Stadio 0 Tis N0 M0 
Stadio IA T1a, b N0 M0 
 IB T2a N0 M0 
Stadio IIA T1a, b N1 M0 
  T2a N1 M0 
  T2b N0 M0 
 IIB T2b N1 M0 
  T3 N0 M0 
Stadio IIIA T1, T2 N2 M0 
  T3 N1, N2 M0 
  T4 N0, N1 M0 
 IIIB T4 N2 M0 
  Ogni T N3 M0 








Angiogenina  Angioarrestina  
Angiopoietina- 1  Angiotensina  
a-FGF  Tumstatina  
b-FGF  Interferoni  
Eritropoietina  Angiostatina  
TNF-α (bassi livelli)  TNF-α (alti livelli)  
Interleuchina-8  Interleuchina-12  
VEGF  Inibitori tissutali delle metalloproteasi  
PlGF  Vasculostatina  
PDGF  Trombospondina  
Prostaglandine E1, E2  Endostatina  





Tabella 5. Caratteristiche generali dei 41 pazienti 
 




Età media (range) 69 (52-79) 27 (16-69) 
Maschi/Femmine 28/3 9/1 
Status fumatore   
Fumatore 38% 60% 
Ex fumatore 52% 10% 
Non fumatore 10% 30% 
Istotipo NSCLC   
Adenocarcinoma 17/31 (55%)  
Carcinoma squamoso 9/31 (29%)  
Carcinoma a grandi 
cellule 
2/31 (6%)  
Altri istotipi 3/31 (10%)  
Stadio   
IA 9/31 (29%)  
IB 9/31 (29%)  
IIA 4/31 (13%)  
IIB 3/31 (10%)  
IIIA 6/31 (19%)  
III B 0  










Figura 1. Distribuzione dei subset di cellule Natural Killer in pazienti con NSCLC (A) in 
relazione all’ istotipo (C), allo status di fumatore (D) e relativi controlli derivati da sangue 














Figura 2. Livelli di citochine pro-angiogeniche (VEGF, PlGF, IL-8) ed anti-aniogeniche (IFNγ) 
prodotte da cellule NK derivate da pazienti con NSCL  e  in relazione all’istotipo 











Figura 3. Valutazione del potenziale pro-angiogenico di cellule NK mediante reclutamento di 
cellule endoteliali (HUVEC) attraverso saggio di chemiotassi ed attivazione dell’endotelio nel 
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